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© Bestimmung von Peptidmotiven auf MHC-Molekulen 

© Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Be- 
stimmung von allelspezifischen Peptidmotiven auf Moleku- 
ien des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klas- 
sen I und II sowie die durch das erfindungsgemaSe Verfah- 
ren erhaltlichen Peptidmotive. Weiterhin wird die Verwen- 
dung der erfindungsgemaBen Peptidmotive zur Herstellung 
eines diagnostischen oder therapeutischen Mittels offen- 
bart. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Peptidmotiven bzw. -epitopen auf 
Molekillen des Major Histocompatibility Complex (MHC) sowie die dadurch bestimmten Peptidmotive und ihre 
5 Verwendung zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeutischen Mittels. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Peptidepitope in Verbindung mit MHC-kodier- 
ten MolekQlen. Dieses Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1—5). Die Kristallographie von 
menschlichen MHC Klasse I- Molekulen, HLA-2 und Aw68, ergab einen Spalt, der durch die al- und a2-Dom&- 
nen der schweren Ketten gebildet wird (3, 6). Man nimmt an, daB dieser Spalt die Bindestelle fur antigene 
10 Peptidepitope ist, da beide Kristalle Strukturen von PeptidgrdBe enthielten, die nicht mit MHC-Sequenzen 
kompatibel waren und sich an diesem Spalt befanden (6). 

Es wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellularen Proteinen stammen und an der Zelloberflache 
prasentiert werden, urn den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die Zellen auf abnormale Eigenschaften 
zu testen. Es wurden bereits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentieren, aus normalen oder 
15 virusinfizierten Zellen extrahiert (2, 4, 5, 7, 8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene, die durch die 
MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt werden, durch kunstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC Klasse II-Molekulen eluiert (10). Aufgrund ihrer Position 
in der Mitte von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor, Peptid und MHC-Molekul bestehen (11), 
sind die T-Zellepitope ein zentraler Punkt des spezifischen Immunsystems und somit besteht ein groBes BedOrf- 
20 nis nach dem Verstandnis der GesetzmaBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestimmungsverfahren 
(12-15). 

Die erfindungsgemaBe Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur Bestimmung von allelspezifischen 
Peptidmotiven auf Molekulen des Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen I oder II, wobei man 

25 a) durch AufschiuB von Zellen, die MHC-Molekule enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmischungen durch Immunprazipitation aus dem 
Zellextrakt abtrennt, 

c) die Peptidmischungen von MHC-Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen abtrennt, 

d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, und 

30 e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus der 

Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezifische Pepttdmotiv ableitet, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man Peptidmotive auf Molekulen bestimmt, die aus der Gruppe, 
bestehend aus HLA-A1 1, HLA-A31, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B2702, HLA-B61, HLA- 
B78, HLA-B3501, HLA-B37, HLA-Cw4, HLA-Cw6, HLA-Cw7, HLA-DR1, HLA-DR3 und HLA-DR5 aus- 

35 gewShltsind. 



Durch das erfindungsgemaBe Verfahren werden Peptidmotive bestimmt, welche die GesetzmaBigkeiten 
beinhalten, nach denen MHC-Molekule Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Moiekiilen der Klasse I als auch mit MHC-MolekU- 

40 ten der Klasse II durchgefuhrt werden, wobei MHC-Molekule der Klasse I bevorzugt sind. 

Bei der Immunprazipitation der MHC-Molekule durch das erfindungsgemaBe Verfahren werden gtinstiger- 
weise Antikdrper verwendet, die fur die jeweils gewiinschten MHC-Molekule spezifisch sind. Zur Bestimmung 
von H-2K d - oder H-2D b -Molekulen werden beispielsweise K d -spezifische Antikdrper (25) oder D b -spezifische 
Antikdrper (26) verwendet Vorzugsweise verwendet man monoklonale Antikdrper, es ist jedoch auch die 

45 Verwendung eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mdglich. Antikdrper, die erfindungsge- 
maB verwendet werden konnen, konnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtechniken de novo 
hergestellt werden. Beispiele von Antikdrpern, die in der Erfindung verwendet werden konnen, schiieBen alle 
Antikdrper gegen HLA-Antigene, die in dem "Catalogue of Cell Lines and Hydridomas" des ATCC (American 
Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockviile, MD 20852) erwahnt sind. mit ein, ohne sich jedoch 

so darauf zu beschranken. Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur) schiieBen HB82, 1 1 7, 166, 54, 122, 164, 
95. 120, 1 16, 118, 94, 152, 178, 56, 1 15, 157, 1 19, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem 
Katalog erwahnten Antikdrper gegen Maus-H-2-Antigene konnen ebenso in der Erfindung verwendet werden. 
Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazipitation durch Festphasen-gebundene Antikdrper. Festphasen-ge- 
bundene Antikdrper lassen sich auf eine dem Fachmann bekannte Weise herstellen. z. B. durch Kopplung des 

55 Antikdrpers an Bromcyan-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia LKB). Andere Beispiele von Festphasen, an die 
Antikdrper zur erfindungsgemaBen Verwendung gebunden werden konnen, schiieBen Agarose, Cellulose, Se- 
phadex, Protein-A-Sepharose und Protein-G-Sepharose mit ein, ohne sich darauf zu beschranken. Das bevor- 
zugte Verfahren der Immunprazipitation stellt Adsorptions-chromatographie mittels Antikdrper, die an aus 
Cyanogenbromid-aktivierter Sepharose 4B (siehe Beispiel 1) hergestellten Kugelchen gekuppelt sind, dar. 

60 Die Abtrennung der zu bestimmenden Peptidmischungen von MHC-Molekulen und sonstigen Proteinbe- 
standteilen erfolgt gunstigerweise durch ein chromatographisches Verfahren, vorzugsweise uber Reversed 
Phase-HPLC. Dabei hat es sich als giinstig erwiesen, daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/H 2 0-Tri- 
fluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. Andere Verfahren, die erfindungsgemaB zur Abtrennung von 
Peptidmischungen von MHC-Molekulen verwendet werden konnen, schiieBen lonenaustausch, Gelfiltration, 

65 Eiektrofokussierung, High Performance Capillar Elektrophorese (HPCE) und Gelelektrophorese mit ein. sind 
jedoch nicht darauf beschrankt. Ein anderes Mittel zur Durchfuhrung der Trennung stellt Ultrafiltration dar, 
wobei erne Membran mit einer Permeabilitat von 3000 oder 5000 oder 10 000 Da verwendet wird. Bevorzugt 
wird die Trennung mittels H PLC durchgefuhrt. 
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Bei der chromatographischen Auftrennung der Peptidgemische kann man in manchen Fallen eine emzige 
Peptidspezies isolieren. Somit besteht Schritt (d) des erfindungsgemaBen Verfahrens entweder in der Sequenzie- 
rung eines Peptidgemisches, wodurch eine Konsensussequenz fur die auf dem jeweihgen MHC-Molekul befind- 
lichen Peptidmotive bestimmt werden kann, oder/und in der Sequenzierung eines defimerten Peptids. 

Als Ausgangsmaterial fur die Bestimmung von Peptidmotiven konnen normale Zellen, Tumorzellen, als auch 
durch Viren oder sonstige Erreger infizierte Zellen sowie in vitro kultivierte Zellen des Menschen oder von 
Tieren verwendet werden. Normale Zellen, die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieBen fnsche 
Zellen, wie z, B. periphere Blutlymphozyten, Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von eine m 
anderen Gewebe, das MHC-Molekiile exprimiert mit ein, sind jedoch nicht darauf beschrankt. In der Erfindung 
verwendete Tumorzellinien schlieBen die Tumorzellen EL4 und P815 mit ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf 
beschrankt Virusinfizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden konnen, schheBen, ohne darauf 
beschrankt zu sein, JY-Zellen, die durch den Epstein-Barr- Virus transformierte menschliche B-Zellen sind, mit 
ein. Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden Grund- 
prinzip: 

a) Sie weisen eine allelspezifische Peptidlange von 8, 9, 10 oder 1 1 Aminosauren bei MHC-Klasse I-Molekii- 
len sowie von 8 bis 1 5 Aminosauren bei MHC-Klasse II-Molekiilen auf, _ 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung "Ankerposition" wird verwendet, wenn eine Position 
ein starkes Signal fur einen einzigen Aminosaurerest zeigt oder wenn eine Position durch einige wenige 
Aminosaurereste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt wird), wovon sich eine Ankerposition 
immer am C-terminalen Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden naturlicherweise auf MHC-Molekulen von normalen, virusmfizierten, anderweitig 
infizierten oder mit Genen transfizierten oder mit Antigen beladenen Zellen prasentiert. 

Die Sequenzierung der Selbstpeptidgemische aus den MHC-Klasse I-Molekiilen H2K d t H2K b , H2D b und 
HLA-A2 zeigt ein jeweils unterschiedliches allelspezifisches Peptidmotiv, das von jedem der Klasse I-Molekule 
prasentiert wird Die von K d , D b und A2 prasentierten Peptide sind Nonamere, wahrend die K b -prasentierten 
Peptide Octamere sind, wobei die korrespondierenden Peptidmotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen Aminosaurerest oder durch einen aus einer geringen Anzahl von Aminosaureresten mit nahe 
verwandten Seitenketten besetzt sind. Diese Ankerpositionen befinden sich bei den unterschiedhchen Motiven 
nicht an derselben Stelle, sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D b ) oder 2 und 8 (K d A2) oder 5 und 8 (K ) sein. 
Die C-terminalen Ankerreste aller Motive sind hydrophobe Aminosauren. Die nicht an Ankerpositionen befind- 
lichen Aminosaurereste konnen ziemlich variabel sein, einige, jedoch werden vorzugsweise durch bestimmte 
Aminosauren besetzt, beispielsweise findet man haufig Pro ah Position 4 des K d -Motivs, Tyr an Position 3 des 
K b -Motivs und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D b -Motivs und 6 des A2-Motivs vor. Fur 
H-2L d war ein Ankerrest Prolin an Position 2. 

Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren gewonnenen Ergebnisse entsprechen sehr gut der Struktur des 
kristallographisch gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Moiekulen (3, 6). Unterschiedliche MHC-Klasse I-Allele 
unterscheiden sich an diesem Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was vermutlich darauf 
zuruckzufiihren ist, daB die Taschen jeweils unterschiedliche Aminosauren aufnehmen konnen. Daher stellen die 
allelspezifischen Taschen in den MHC-Kristallen und die Seitenketten der allelspezifischen Ankerreste vermut- 
lich komplementare Strukturen dar. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Peptidmoti- 
ve bei einem Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen oder therapeutischen Mittels. Ein mogliches 
Anwendungsgebiet der Peptidmotive ist der diagnostische Nachweis von MHC-Molekulen. Da die MHC-Mole- 
kule durch ihre individuelle spezifische Bindung von Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis 
iiber Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markierungsgruppe beispielsweise eine Biotin- oder 
eine Fluoreszenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird. Andere dem Fachmann bekannte Markierungen konnen 
ebenso in der Erfindung verwendet werden. Diese Markierungen schlieBen, ohne sich darauf zu beschranken, 
radioaktive Markierungen wie z. B. an Thyrosinreste von Peptiden gebundenes 131 1 oder I, oder H oder C 
(beide wahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann 
nach dem Fachmann gut bekannten Verfahren erreicht werden. Die Markierung erfolgt vorzugsweise an 
Nicht-Ankerpositionen. Die auf solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auftreten von Autoim- 
munkrankheiten und der Expression von MHC-Molekulen mit krankheitsspezifischen Peptidmotiven konnen 
diagnostisch verwertet werden. Beispieie von in vitro diagnostischen Verwendungen der erfindungsgemaBen 
Peptidsequenzen schlieBen, ohne sich darauf zu beschranken, Messung der Bindungsspezifitat von MHC-Mole- 
kulen, Korrelierung der Bindungsspezifitat von MHC-Moiekulen mit Krankheiten, und Bestimmung der Se- 
quenz von T-Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren geeigneter Zellen, die die interessierenden 
MHC-Molekule exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung von Peptiden, die in das 
untersuchte Motiv passen) und Bestimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von chromatogra- 
phischem Vergleich des naturlichen T-Zellepitops mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. . . . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Peptidmotive bei einem 
Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Therapie von Storungen des Immunsystems oder von Tumo- 
rerkrankungen. Insbesondere konnen die erfindungsgemaBen Peptidmotive fur die Intervention bei Autoim- 
munkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielsweise durch Blockierung bestimmter MHC-Molekiile 
sowie durch die Induktion peptidspezifischer Nicht-Reaktivitat von T-Zellen, verwendet werden. Weiterhin ist 
eine Intervention bei TransplantatabstoBungen und Graft-versus-Host-Reaktionen auf analoge Weise moglich. 
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Femer konnen die erfindungsgemaBen Peptide fur die Induktion oder die Verstarkung bzw. Vermehrung von 
gegen Tumorzellen gerichteten T-Zeilen in vitro und in vivo eingesetzt werden, insbesondere fQr die Vakzinie- 
rung gegen Tumorerkrankungen und fur die Therapie bestehender Tumorerkrankungen, wobei insbesondere 
der sogenannte Graftversus-Leukamia-Effekt (Sullivan et al n N. Engl. J. Med 320: 828 -834) ausgenutzt werden 
5 kann. Die erfindungsgemaBen Peptide kbnnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen infektiS- 
se oder maligne Krankheiten zu verstarken, indem MHC-bindende Peptide, die spezifisch fQr das infektiose 
Mine! oder fQr Tumore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternativ konnen T-Zellen aus Tieren gewonnen 
werden, ihre Anzahl in vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachstumsbedingungen, ein- 
schlieBend Cytokine, wie z. B. Interleukin 2, Interleukin 4 oder Interleukin 6 vermehrt und anschlieBend in den 

10 Patienten zurilckgefuhrt werden. Die erfindungsgemaBen Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, 
alle Tumore, die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, einschlieBlich, ohne darauf zu beschrSnken, 
Melanome, Brustkrebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z. B. Burkittslymphom und solche Tumore, die durch 
menschlichen Papillomavirus wie zervikales Karzinom und andere anogenitale Tumore zu behandeln. Peptide, 
die von T-Zellrezeptor-Molekiilen oder Antikorpermolekulen abstammen, konnen auch fur die gezielte Manipu- 

15 lation immunregulatorischer Mechanismen eingesetzt werden, insbesondere fur die Bekampfung von Autoim- 
munkrankheiten und TransplantatabstoBungen, sowie Graft-versus-Host-Reaktionen. In vivo-Verwendungen 
der erfindungsgemaBen Proteine zur Pravention schlieBen ihre Verwendung, ohne darauf beschrankt zu sein, als 
Peptidvakzine gegen infektiose oder maligne Krankheiten und Verwendung der in dieser Erfindung gesammel- 
ten Information bezuglich geeigneter T-Zeltepitope zu ihrem Einbau in alle anderen Arten von Impfstoffen 

20 einschlieBlich rekombinante Impfstoffe (einschlieBlich Viruse wie Vaccinia oder Bakterien wie Salmonella oder 
Mycobacteria) und Proteine, die durch Verwendung von rekombinanten Bakterien (z. B. E.coli) oder anderen 
Zellen, einschlieBlich Hefe-, Insekten-, Maus- oder menschlichen Zellen hergestellt wurden, mit ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemSBe Peptide konnen durch den Fachmann routine- 
mSBig bestimmt werden. Diese konnen in vivo in einem Bereich von 10 jig bis 1 g erwartet werden. In vitro-FCon- 

25 zentrationen konnen in einem Bereich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet werden. Die Verabreichung in 
vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschranken, einen subkutanen, intramuskularen, intravenosen, intradermalen 
und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Peptid, das einem erfindungsgemaBen Peptidmotiv 
entspncht, N-oder/und C-terminal mit lipophiien bzw. amphiphilen Gruppen, insbesondere lipophilen Peptid- 
30 Helices kovalent verknUpft Ein^Beispiel fur eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinyl-serylse- 
rin. 

Die Erfindung soil weiter durch die foigenden Beispiele in Verbindung mit Fig. 1 veranschaulicht werden. 
Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das mit Anti-K d -Antikdrpern aus P815 Lyssat abgetrennt wurde, 
35 Fig. lb einen vergroBerten Ausschnitt des Chromatogramms aus la(Fraktionen 15-35), 
Fig. lc eine Rechromatographie des in lb mit einem Pfeil gekennzeichneten Selbstpeptids. 

Beispiel 1 

40 J° b l S 20 X 109 P815 - Tumor zelIen (H-2K d ) wurden pelletiert und 30 Minuten mit 250 ml 0,5% Nonidet P40 in 
Phosphat-gepufferter Salzidsung (PBS) mit 0,1 mmol/1 Phenylmethylsulfonylfiuorid (PMSF) bei 4°C geruhrt 
Der Uberstand wurde 5 Minuten bei 250 g und 30 Minuten bei 150 000 g und 4°C) zentrifugiert und dann durch 
eine adsorptionschromatographische Anordnung geleitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung be- 
stand aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. Das Saulenmaterial bestand aus Antikorper- 

45 gekoppelten bzw. Glycm-gekoppelten Kiigelchen, die aus Bromcyan-aktivierter Sepharose 4B (Pharmacia LKB) 
gemSB dem Protokoll des Herstellers hergestellt wurden. Als Antikorper wurden jeweils 5 mg von K d -spezifi- 
schem Antik6rper 20-8-4S (IgG 2a kappa; 25) oder D b -spezifische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kilgelchen gekoppelt. Der Uberstand des Zellextrakts wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin-ge- 
koppelten KOgelchen, dann durch eine entsprechende Saule mit Anti-K d -K0gelchen und dann fur eine Schein- 

50 prSzipitation Ober Anti-D b -Kugelchen geleiteL 

Die KQgelchen wurden aus alien drei Saulen entfernt und mit 0,1% Trifluoressigsaure fur 15 Minuten verwir- 
belt (7). Die Oberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und durch Reverse Phase HPLC unter 
Verwendung einer Superpac Pep S Saule (C2/C18; 5 urn Teilchen, 4,0x250 mm, Pharmacia LKB) und einer 
Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt (4). Elutionsmittel: L6sung A 0,1% Trifiuoressigsaure in H 2 0 (v/v) 

55 Lasung B 0,1 % Trifiuoressigsaure in Acetonitril. 

Filr die in Fig. la und b gezeigten chromatographischen Trennungen wurde der folgende Gradient verwen- 
det: 

0 bis 5 Minuten, 100% A 

5 bis 40 Minuten Hnearer Anstieg auf 60% B, 
60 40 bis 45 Minuten 60% B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0% B. 

Fluflrate: 1 ml/Minute, FraktionsgroBe: 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuumzentrifugation getrocknet. 
Fig. 1 zeigt die HPLC- Auf trennung von immunprazipitierten und Trifluoressigsaure-behandelten K. d -MoIeku- 
65 Jen. Fig. la zeigt ein HPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus P815-Lysat mit Anti-fC d (durchgehen- 

de Lime) bzw. mit Anti-D° (gestrichelte Linie) prazipitiert wurde. Zwischen den Fraktionen 20 und 28 wird 

neterogenes Materia! in genngen Mengen eluiert, bei dem es sich urn die gesuchten allelspezifischen Peptidge- 
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Die Fraktionen 20 bis 28 wurden sowohl aus dem K d -Ansatz als auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. 
Beide Ansatze wurden unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequenziert (Edman et al., 
Eur J. Biochem. 1: 80-91 (1967)). Der Edman-Abbau wurde in einem Protein Sequencer 477 A, ausgestattet mit 
einem on-line PTH-Aminosaure Analysator 120A (Applied Biosystems, Foster City, CA, 94404, USA) durchge- 
fuhrt Glasfaserfilter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und nicht prazyklisiert. Die Sequenzierung 
wurde unter Verwendung der Standardprogramme BEGIN- 1 und NORMAL- 1 (Applied Biosystems) durchge- 
fuhrt.Cystein wurde nicht modifiziert und konnte deshalb auch nicht nachgewiesen werden. 

Das Edman- Verfahren beinhaltet eine sequenzielle Derivatisierung und Aminosaurenentfernung vom N-Ter- 
minus, von denen jede chromatographisch identifiziert wird. Da es ungewohnlich ist, komplexe Gemische von 
Peptiden zu sequenzieren, werden die direkt aus dem Sequenziergerat gewonnenen Daten prSsentiert. Tabelle 
la und b zeigen die Ergebnisse aus zwei Sequenzierungsversuchen fur K d -eluierte Peptide. Tabelle lc zeigt das 
Sequenzierungsergebnis einer Scheinelution mit D b -spezifischen Antikorpern auf P815-Lysaten. Die K. -eluier- 
ten Peptide haben ein klares Aminosauremuster fiir jede Position von 1 bis 9, wahrend das scheineluierte 
Material durchgehend ein gleichformiges Aminosauremuster mit einer Abnahme der absoluten Menge jedes 
Rests bei jedem Zyklus zeigt. Bei den FC d -eluierten Peptiden wurden nur die Reste, die mehr als 50% Anstieg in 
der absoluten Menge im Vergleich mit dem vorherigen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstrichen. Die erste Position ist schwierig zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt 
und uberdies alle im HPLC-Pool vorhandenen freien Aminosauren an dieser Position nachgewiesen werden. Fur 
die zweite Position ist der einzige Rest, dessen Hauf igkeit im Vergleich zum vorherigen Zyklus klar erhoht ist, 
Tyrosin (z. B. Tabelle la 60,9 jimol auf 875,6 p.mol). Der einzige andere Rest, der einen (geringen) Anstieg zeigt, 
ist Phenylalanin, das eine zu Tyr ahnliche Seitenkette aufweisL Dies bestatigt die Annahme, die aus einem 
Vergleich des naturlichen K d -restringierten Influenza-Epitops (mit der Sequenz TYORTRALV) mit anderen 
K d -restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an Position 2 resultiert Dagegen gibt es keinen 
definierten Aminosaurerest, der fur die folgenden Positionen 3 bis 8 charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 
unterschiedltche Reste in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 werden lie und Leu gefunden. Es gibt 
keinen Signalanstieg an Position 10, was darauf hindeutet, daB die meisten K d -gebundenen Selbstpeptide nicht 
langer als 9 Reste sind. Das naturliche K d -restringierte Influenza-Peptid ist somit ein Nonapeptid (4). Das 
Konsensussequenzmuster, das aus diesen Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle lc gezeigt. Am meisten auffal- 
lend sind Tyr an Position 2 und He oder Leu an 9, wahrend an alien anderen Positionen eine groBere Anzahl an 
Resten gefunden wird. Ein Vergleich dieses Motivs mit Peptidsequenzen, die K d -restringierte Epitope enthalten, 
zeigt, daB die meisten gut zu dem K d -restringierten Konsensusmonomer-Motiv passen (Tabelle 1 d). 

Der durch einen Pfeil in Fraktion 29 von Fig. lb markierte Peak und die korrespondierende Fraktion der 
Scheinprazipitation wurden unter hoherer Auflosung erneut chromatographiert, wobei das Fraktionsvolumen 
0,5 ml betrug (Fig. lc). Der scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosauresequenz SYFPEITHI 
dar, das durch direkte Sequenzierung bestimmt wurde. Die Identitat dieses naturlichen Zellpeptids mit syntheti- 
schem SYFPEITHI-Peptid wurde durch Coelution auf HPLC bestatigt (Fig. lc). Die Sequenz paBt zu dem 
Konsensusmotiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig. la, b), wodurch das Vorhandensein eines spezifi- 
schen K d -restringierten Peptidmotivs (Tabelle 1 d) bestatigt wird. 
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Dominante Ankerreste 
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Tabelle Id 
Das K d -restringierte Peptidmotiv 
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TYORTRA LV 
SYFPEITHX 



Proteinquelle 

Influenza PR8 NP 147-154 

Selbstpeptid P815 



Iiiteratur- 
stelle 
4,29 



* Peptide, von denen bekannt ist, daS sie K d -restringierte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemaS ihrer Tyr-Reste in Uber- 
einstimmung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daS sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen . 
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Beispiel 2 

Elution von Peptiden aus K. b - und D b -MolekQlen 

5 Detergenz-Lysate aus EL4-TumorzelIen (H-2 b ) wurden mit K b -spezifischen und D b -spezifischen Antikdrpern, 
wie in Beispiel 1 beschrieben, immunprazipitiert. Als D b -Antik6rper wurde B22-249 (siehe Beispiel 1) und als 
fC b -Antik6rper wurde K9-178 (IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MHC-Molekulen dissoziierten Peptide wurden 
durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt Sowohl K b - als auch D b -Material wurde mit Profilen eluiert, die in etwa 
dem K d -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktio- 

10 nen 20 und 28 eluierte, gewisse Umerschiede auftraten. 

D b -restringiertes Peptidmotiv 

Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D b - Ansatz wurden sequenziert (Tabelle 2a, b). Die Positionen 2 
15 bis 4 enthielten mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fur Asn. Der vorherrschende Rest an 
Position 5 der D b -eluierten Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal fur Asp wird durch Hydrolyse von 
Asn zu Asp unter den Sequenzierungsbedingungen verursacht Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unterschiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein starkes Signal fQr Met, ein mittleres fUr He und ein 
schwaches fur Leu (alle hydrophob).(Die Bedeutung von Met oder He in einem D b -restringierten Epitop wurde 
20 bereits berichtet, siehe 1 7). An Position 10 war kein Signal, was darauf hindeutet, daD D b -prasentierte Selbstpep- 
tide Nonapeptide sind. Das durch diese Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv ist in Tabelle 2c gezeigt. Ein 
Vergleich dieses Motivs mit dem naturlichen D b -restringierten Peptid und mit anderen Peptiden, die D b -restrin- 
gierte Epitope enthalten, zeigt, daB Asn an Position 5 ein unveranderlicher Ankerrest des D b -restringierten 
Peptidmotivs sein kann. Die anderen Reste der D b -restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, mit 
25 Ausnahme von Position 9 (mit Met, He oder Leu), die wie eine zweite Ankerposition aussieht. 
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Tabelle2c 
Das D b -restringierte Peptidmotiv 
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Proteinqaelle steUe 
Influenza NP 366-374 154 4,2 
Adenovirus E1A 33 
Lynphozyten Chorionsningitis 
Virus GP 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 



K b -restringiertes Peptidmotiv 



so 

SS.1^ r .^. V»« «T Tyr machen die"e ^^.Tpll^^^Wif"' 5 Reste. Starke 



65 



Positioner! enthie ten 5 bzw 3 Signal* p^c;.™ o • . Position 5 vorherrschend Die nachsten h(»iHAn 
schwachere far He and VaL IS^S^&^gZZZF*- 

bekannten K"-restringierten natUrlichen S das rin cvf, ,r S en *? ,ne " R ««- was mit der Linge des 
K".re S ,r,ng,erten Konsensusmotivs und I Vergleich mit Fn£™ (5) ' . flberei "«i m mt Eine Analyfe des 

(betde m.t ahnlichen aromatischen Sehenketfen an PosWon ? ^ Anker P<«itionen: Tyr Oder Phi 
hydrophobenSeitenketten)an Positions ' " 5 und Met - Ile oder v *' (alle mit ahnlichen 



10 



DE 42 38 416 Al 



p p p -c p r-J -<r us — p 
w n Vi o -e u pj n w -4 
«i o rx - 



rv p o p rv -c rv? r»f r- — • 
ri ri © ri ri ri; — C 



O w vDj o r*i n it l-> o o 

Q ri: ri ril rj ri -i ri 
n o o-l — < f-ji 



una 



rv ol 
CM 



£5 S3 

o* o 



r* p p u ni -< rv a 
gOcpriV ril oriri-i 



— « n 
CO o 



3! S SI 3 



p — rvpprv_«.w r -»p 

oriririririri-rriri 
, rv *n u o rv 
—i cv 



<x Ci O O <~5 1 C* 
it n n* t^l w 



r-» to 
o o 



rv p in to t— n 
; o -j rv V o 



pop 
rri m 



o oi s i"j w -< 
ri crii ri ri n 



, **S ~ O aj mi ci c» © o rv 

[ 2 S ~ S| v 



n n o \n mi n ri 3 q o 
oriri«-«rijri~^rio"© 



p p — < -c- o cn i-n — <r in oi 

: g rf V ri -i d d rii o" 

q O » N O O M B) oo 

L 2 m o r-* n n d! h d 

* O r- CI -c 



=d r-i Ci /-» *<r — < pi Q O 
C-) — < C3 o o o o — * o 



— < o — < t — >r r- p C**| ID to 
ri rr rv ldI — < — < r-^l — < O d 



-* p o 
! r.' n a n 
[ » ~i 



p «<r pf p p 
ri ri ril to" «<r 



p r-» p p p ■* p pi r-^ p 
ri d r-* in n ri « ri n 



P N D Q 

r- ^- d -<r *n 



rild o o 



p r-- p p CV Oj CV O p 

— <-=-ri~^d-»-Udodd 



*- rv = ri o r< cv o o o — i 



ppr—rvpOprv tj rv 
oooododo--Jlo 



w p rv p r- rw 

Q ^ If? 3 \D 3 

-r *•*> ^ cv 

« -c- o rx — 



p p rv — < p 
c"> o< r5 ^ 



p p — < v-i 
T-* rs iri *e" 
-c -c- r< 



r>* p p -<r 
d O* o i/i o 



C *^ p p r< to /— 
3 n O cj a n n 



Of m m — « 

O n o « » ri n <o'l n ri rJ 



p p — j p r- r**j p -V 
a V V r>J r< -^H 



» p p pi p p tn o p ^ 
i3 2 2^° N ' n tri «i ^' ri 



— « p u-ji m pi p p p p 
cri ri r-^l ri tol ri rv ri ri 



c p o o r» r- 
~ «0 -«* tri -cr" 



n < p» q o 
n« o rv ri r» 



p o o 1 p r». m p — « trt 
ri cn ri wril r-i rv ri ri 



c rv r-. »— 
- en V 



p IT} O CT» -^pp rv -c-j r- p p rvi — « — * p 

O ri -r"| ri ri «-! ri erii ri ri ri ri! ri — < O 



U p p ^ pj p p -^r p p 

^ ori-Tri|r-do«M-*o 



rv m mi s rv — « *^ 
— < O O —Cl O O O O O — i 



I— n q o ^ a ry tn o is D| p *a p p p O p p P 

5 d in cl ri o O ft id ri cri-»r*C>ri^r>rio^r"rro 



-*■ rv cr> ^ 

O PJ -t 



C* rv -r-t 



2 £" 



11 



DE 42 38 416 Al 



Tabelle 3c 
Das K b -restringierte Peptidraotiv 



Dominante Ankerreste 
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Bekannte Epitope 



RGYVYOGI. 

SIINFEKL 
APGNYPAL 



Proteinquelle 
Vesicular Stomatitis Virus 
NP 52-59 

CX^aibumiQ 258-276 
Sendai Virus NP 321-332 
Beispiel 3 



Literatur- 
stelle 

5 

41 
42 



HLA-A2.1-restringiertes Peptidmotiv 

Ein Detergenz-Lysat von menschltchen JY-Zeilen mit dem HLA-AZl-MHC-MoIekQl (45) wurde mit A2-spe- 
zifischen Antikfirpern (BB7.2, IgG2b, Literaturstelle 28) immunprazipitiert Die von A2-MolekuIen dissoziienen 
Peptide wurden durch HPLC aufgetrennt. Es wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie zuvor beschrie- 
ben sequenziert (Tabelle 4). Die zweite Position enthielt ein starkes Signal fur Leu und ein mittleres fur Met An 
den Positionen 3 bts 5 wurden jeweils 6 bis 8 Reste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, He und Thr Die 
folgenden zwei Positionen zeigten jeweils 3 Signale, Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein schwaches 
Leu-Signal. Position 10 zetgte keinen Anstieg fur einen Rest, was darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope 
Nonapeptide sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 9 scheinen die Ankerreste zu sein. 
Einige von bekannten Peptiden mit A2-restringierten Epitopen konnen mit dem Motiv in Obereinstimmung 
gebracnt werden, wahrend dies bei anderen nur teilweise moglich ist (Tabelle 4c). Die Existenz von mehreren 
Vananten von A2-Molek01en kann diese schlechte Obereinstimmung einiger Peptide mit dem Motiv verursa- 
cnen. 
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0 3 0 ni n -c rv cn en o 
ri ri ^ W ri ri w 



45 



^ a- ^ 
a -j in 
< rx 



n -ci u -j w -( o 
o ril ri V ri ri o 



— < p — <J p LO p p p p LO 

ri«^ ril riririri— too 



50 



c p rv O r-» ^- o ^ 
< *o c> rv ri o 



ri ri rv 



O p ©1 vn OI O r- —J p LT> 

oi -c ri* ri V o o ri 



_ — O O O L3 — o O r-> O r- 

< ° ° o o o o o o ri ri 



3 o wj n o n q (w u-> to 
o ri| ri — ( *i — Jo o 



55 



S -f ^ *°. °. PJ O 



2L 
i3 



— j r-> — < o» ri p ^ « v| o q a tv| n tn 
^ ^ 2 ^ 2: !? ^ "c O ri rx" ri rx O ri| ri ri ri 



□ mo 



60 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-restringierte Peptidmotiv(HLA-A*0201) 

Position 







9 

£, 


•3 
-3 


A 
*± 


5 
•j 


6 


7 


8 


9 


Dominant e Ankerreste 




Xj 














v 

V 


stark 




M 




E 




V 




v 












XT 

K 












schwach 


I 




A 


G 


I 


I 


A 


E 


L 




1. 




Y 


p 


K 


L 


Y 


S 






F 




F 


D 


Y 


T 


H 








K 




P 


T 


N 












M 




M 




G 












Y 




S 




F 












V 




R 




V 


H 









Bekannte Epitope 



[ 
2 



II • 


K 


E 


P 


V 


H 


G 


V 


I 


L 


G 


F 


V 


F 


T 


L 


L 


G 


F 


V 


F 


T 


L 


T 


Ii 


Q 


S 


R 


P 


E 


P 


T 


M 


Q 


M 


L 


K 


E 






I 


A 


P 


G 


Q 


M 


R 


E 


M 


K 


D 


C 


T 


E 


R 


Q 



Proteinquelle 
HTV Reverse Transkriptase 
461-485 

Influenza Matrixprotein 57-68 
Influenza Matrixprotein 57-68 
HIV Gag Protein 446-460 
HIV Gag Protein 193-203 
HIV Gag Protein 219-233 
HIV Gag Protein 418-443 



Literatur- 
stelle 



43 
44 
44 
46 
46 
46 
46 
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TabelleS 

Das HLA-A*0205-restringierte Peptidmotiv 



a) A*0205 

Dominante Ankerreste 
Andere 



1 2 



Position 

3 4 5 6 7 8 9 



Q K 



V 


Y 


G 


y 


I 


L 


P 


E 


Y 


V 


I 


F 


D 


L 


T 


Q 


I 


K 


I 


L 


M 




N 




A 
R 



10 



15 



20 



Tabelle 6 

Das H-2K k -restringierte Peptidmotiv 



Dominante Ankerreste 
Stark 



Position 
12345678 



K 
N 
Y 
M 



25 



30 



35 



40 



Schwach 



V 
F 



Q 
I 

L 
F 

P 

H 
T 



A 
G 
P 
T 
V 
F 
S 



N 
K 
H 



T 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 7 

Das H-2k k m '-restringierte Peptidmotiv 



Dominant e Ankerreste 



Position 
12345678 

I 



Stark 



E K 



Schwach 



Beispiel 4 



Q 

G 
P 



N 

Q 
G 
M 
P 
Y 



A 
R 
K 



R 

y 



Peptidmoti ve von H LA- A 1 1 , A3 1 , A3, A24, B7, B8, B2702, B6 1 , B78, B3501 , B37, Cw4, Cw6, Cw7 f DRI.DR3 und 
DR5. 

Die Bestimmung dieser Peptidmotive erfolgte entsprechend den Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind in den 
Tabellen 8 bis 24 dargestellt. 
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Tabelle 8a 
HLA-A1 1-MotivSequenz-SignaIe 

Position 

1 23456789 10 11 



sehr stark 
stark 



A I 



M K I 
N N K 
D D 
£ 
<5 
P 
R 



E 

Q 
G 
L 
F 
P 
Y 
A 



F 
V 
R 



I 
L 



L 
I 

Y 



K K 
R R 



10 



15 



20 



25 



30 



schwach 



V P, I 


S 


s 


M 


N 


N 


D 


r k 


T 


T 


9 


V 


K 


E 


Y 


r 


F 


V 


A 


A 


F 


Q 






V 

■4. 




M 




r 


S 






L 




P 




V 


Y 







35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabetle8b 
Interpretation: HLA-All-Motiv 

Position 

123456789 10 11 



K K K k 
R R R r 



15 


V 


M 




I 


I 


L 




I 


L 




F 


M 


I 




L 


F 




V 


V 


Y 


20 


F 


Y 




M 


L 


V 






I 






A 


F 






A 










25 


















N 


K 








30 




D 


D 









E N 
Q E 
R 



Demnach haben naturliche A1 1-Peptid-Liganden folgende Eigenschaften: 

40 1 ) LSnge von 8 bis 1 1 Aminosauren 

2) Hydrophobe Reste V, I, L,F,Y,M an Position 2 oder 3 

3) Polare/geladene Reste N, D, E, Q, K an Position 3 oder 4 

4) Hydrophobe Reste I, F, V, M, L, Y an Position 5, 6 oder 7 

5) K oder R am C-Terminus 

4$ 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle9 
HLA-A31-Motiv 



Position 





1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 11 




Anker 


















R 


r r 


10 


stark 




L 


K 


P 


I 


L. 


N 


L 












V 


N 


D 


F 


F 


V 








15 






Y 


F 


E 


P 


T 




















G 


V 


V 




















S 














20 










V 
















schwach 


K 


F 


D 


T 


Y 


n 


R 


R 


K 




25 






T 


L 




L 


D 


F 


N 












Q 


M 






£ 


T 


Q 












m 


Y 






i 


y 








30 



R 1 



Anker 



efaenfalls detektiert 



Tabelle 10 
HLA-A3-Motiv 

Position 

1 234 5 6 789 10 



L 
V 

m K 

Y 
N 



D 
E 
N 
P 
V 
9 



I 
P 
v 
K 



I 
M 
F 
V 
T 
L 



I 
L 
M 
F 



R 
K 
F 
Y 

Q 

S 
T 



K k 

r 

F 
r 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabeilell 
HLA-A24-Motiv 



to 



15 



20 



25 



Anker 



ebenfails detektiert 



Position 

123456789 



I 
L 

F 



N 
E 
L 
M 
P 

g 



D 
P 



I 
V 



Q E 
N K 



30 



35 



Tabelle 12 
HLA-B7-Motiv 

Position 

123456789 10 



40 



Anker 



Is 1 
£ 



Ebenfalfs detektiert 



45 



50 



55 



D 


D 


D 


F 


E 


E 


P 


T 


Q 


G 


I 


R 


K 


H 


P 


1 


Y 


L 


V 


i 


F 


K 






M 


S 






N 


T 






a 


P 







L 
v 



65 
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Tabeile 13 
HLA-B8-Motiv 

Position 

123456789 



Anker 



R 
K 



10 



stark 



schwach 

















f c 

ID 


G 


£ 




N 


E 


E 


L 




L 


Q 




Q 


H 


Q 












H 


M 


H 




















20 








I 




S 










L 
















Y 
















V 








25 


N 


D 


H 


£ 


N 


L 


S 




I 


H 


S 


M 


D 


V 


i 


30 


P 


L 




S 


Q 


D 


m 




q 


S 




T 


S 


T 


f 






T 




F 


T 






35 




r 






y 










R 
















G 












40 




k 















45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 14 
HLA-B2702-Motiv 



10 



15 



20 



25 



Anker 



stark 



Position 

123456789 

R P 

W 

y 
it 



F D K T 
L 



I F 
Y 
V 
L 
t 
M 



D 
E 
K 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



schwach 



Q 
M 

g 



N D 

A E 

G Q N 

I G L 

K P 

M N 
F 



I Y 
M V 
L 



S 
T 
W 
Y 
V 



S 
Y 
V 
a 

E 



0 

s 



1 
r 



65 
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Ta belle 15 
HLA-B3501-Motiv 

Position 

123456789 10 



Anker p p 

Y 
M 
L 

stark i d d i v 

L *E T 
M K 
F 



y 



sohwach m r e g e 

y t p g 

AY I 
D V V 
V 1 
M 



10 



15 



20 



N 25 



0 


N 


E I 




K 


E 


Q 


30 


V 


Q 


V 




1 


T 


t 




m 


K 




35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



23 
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Tabelle 16 
HLA-B6t-Motiv 

Position 

123456789 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



Anker 
Hilfsanker 



stark 



schwach 



p i 

L 
F 
V 



A 
D 
N 
G 
K 
M 
P 
T 
Y 
W 



N 
D 
E 

Q 
P 
S 

K 
G 



M 
V 
I 
L 



D 
G 
K 



N 
F 



I 

v 
a 
s 



Y 

V 



E 
T 

a 



K 
S 



A 
E 
V 



50 



55 
60 



65 
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Tabelle 17 
HLA-B78-Motiv 



Position 
23 4 56789 



Anker 



X A A A 

L 

F 

V 



10 



15 



ebenfails cfetektiert 



a. D D D N 
g Y E R K 
R V 



20 



Tabelle 18 
HLA-B37-Motiv 



25 



Position 
234567 8 9 



30 



sehr stark 



f x. 

M F 
It X 
m 



35 



40 



ebenfaJis detektiert 



q E L 
K H M 

P 

G 

S 

1 



F 
A 
N 
H 
P 
S 
T 
G 
X 
i 
M 
Q 

V 

K 



K 
L 
A 
E 
I 
P 
T 



I 
T 
R 
A 
D 
G 
H 



Q M 

G 

S 

y 

v 

D 



N 
D 
Q 
F 

A 
D 
E 
G 
S 
T 
G 



Q 
K 
Y 
1 



T 
E 
N 
D 

Q 

G 
H 



45 



50 



55 



60 



65 



25 
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Demnach haben natOrliche B37-Liganden folgende Eigenschaften: 

1) LMnge von uberwiegend 8 oder 9 AminosSuren 

2) Geladene Reste (vor allem D und E) an Position 2 

3) Hydrophobe Reste I, L, M oder F am C-Terminus 

Tabellet9 
HLA-Cw4-Motiv 



10 



15 



20 



Anker 



Position 

123456789 



F 
Y 



M 
F 



stark 



25 



F P 

Q 



D E A 
M 



V A H 
INK 
L E 
H 



30 



35 



40 



45 



schwach 



N N R 

E R T 

G D K 

P F 



Q M 

G 

H 

L 

S 

T 



F 
H 
D 
r 



K H N 



E 
K 
F 
S 



s 
Q 
D 
r 
G 
T 
Y 



Q 
S 



so 



55 



60 



65 



26 



r 
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Tabelle 20 
HLA-Cw6-Motiv 

Position 5 
123456789 

Anker l 10 

i 

M 

stark p d I v R k 

I E M I N F 20 
F P F Q Y 

Y N E 

N 25 
D 



schwach I P G G L A Y 

r R V T K 
K T 
G 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 21 
HLA-Cw7-Motiv 

Position 

123456789 
Anker y l 

Y 
m 

stark p d y y 

F E K I 
P V 



schwach 



p 


w 


I 


T 


M 


A 


r 


G 


F 


A 


F 


E 




R 


V 




Y 


k 






A 




V 


s 






M 




D 





Demnach haben HLA-, Cw4-, Cw6- und Cw7-Liganden folgende Eigenschaften: 

1) Oberwiegende Lange von 9 Aminosauren (langere und kurzere Peptide konnen vorkommen) 

2) Oberwiegend aromatische Reste F oder Y an Position 2 

3) Oberwiegend hydrophobe Reste V, I, L, F, A an Position 6 ("H i If s anker") 

4) Hydrophobe Reste L, F ( Y t M, V am C-Terminus 

Individuelle Unterschiede der Liganden-Spezifitat von Cw4, Cw6 und Cw7 gehen aus den Tabellen hervor. 
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Tabelle 22a 
HLA-DRl-Motiv 

1 2 3 4- 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



10 



E 




D 


F 


R 


L 


R 


N 




M 


T 










F 


T 


H 


M 


N 


P 




D 
















I 


S 


G 






P 






15 










K 




K 


























V 






































20 


G D 


P 


Q 


D 


N 


a 


S 


M 


Q 


R 


A 


K F E 




G 


t 




G 


M 


q 


T 


a 


M 


Q 


1 


A Q 




i 


N 


A 


I 


S 


V 


Q 


s 


a 






I 


25 


N 


I 


N 


a 


a 


t: 


a 


1 








T 






L. 


E 


1 


g 




1 










V 






K 


G 


V 


V 
















30 




M 


L 


e 






















F 


M 
























D 


S 




















35 




E 


























Q 

























40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 22b 
Interpretation: HLA-DRl-Motiv 

123456789 10 H 



P 



END M M M 

D K Q A A 

N D N L 

E E 

Q 



I F F I 

L Y Y M 

M A I A 

F L A V 
M X. 
V 



Demnach haben naturliche DRl-Ligandenfolgende Eigenschaften: 

1) LSnge Uberwiegend mehr als 1 1 Aminosauren(ist bereits bekannt) 

2) Oberwiegend P an zweiter Position 

3) Polare/geladene Reste E, D, K., N, K, Q an Position 2, 3 oder4 

4) Hydrophobe Reste I, L, M, F, A an Position 3, 4, 5 oder 6 

5) Hydrophobe Reste M, A oder L an Position 9, 1 0 oder 1 1 



30 
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Tabeile 23a 
HLA-DR3-Motiv 

5 

1 2 3 4 5 6 7 fl 9 10 11 12 13 U 15 16 

Sehr stark p 

10 

Stark A R DDDRQRLLTFFSA 

I QFLQDKKNEYLKT 
P LLSKKrSKQLYyH 15 
V FAtSQDE FG 
GlyYHTY A 



H M Q M N N 
D T I P Ed 
I R F G H 

E 

Q 

G 

Y 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle23b 
Interpretation: HLA-DR3-Motiv 

1 2 3 4 5 $ 7 8 9 10 1| 12 13 H 15 16 



L F L, L Y F F 

F L I F L L Y 

I I Y AY 

Y F 

M 

A 



D D D D Q D 

30 R Q K K K K 

E Q Q R R 

Q REE 

35 H N 

H 

40 Demnach haben naturliche DR3-Liganden folgende Eigenschaften: 

1) wie bei DR1 

2) wiebei DR1 

3) Hydrophobe Reste L, F, I, Y, M, A an Position 3, 4 oder 5 
45 4) Polare/geladene Reste an Position 4, 5, 6, 7, 8 oder 9 

5) Hydrophobe Reste L, F.A.Yan Position 11, 12 oder 13 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 24a 
HLA-DR5-Motiv 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 



Sehr stark 
stark 



N 
9 



10 



D 


N 


R 


R 


R 


R 


P 


N 


R 


m 


D 


A i 




N 


D 


I 


N 


N 


N 


i 


D 


E 


Q 


M 






E 


£ 


L 


Q 


L 


L 


V 


E 


q 


Y 


Y 




15 


L 


G 


F 


L 


A 


d 


A 


M 




r 


F 






T 


I 


t 


K 


q 




E 


Y 






V 






Y 


L 


Y 


A 


M 




G 


V 






P 




20 


H 


K 


V 


H 


V 




h 


P 












V 


M 


a 


M 






k 


q 














F 


n 








S 


a 










25 




Y 


K 










r 














V 












M 














H 






















30 




r 

























35 
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Tabelle24b 
Interpretation: HLA-DR5-Motiv 

5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 H 15 16 17 18 19 20 

to p 



15 NDDRRRR fc R 

EEKNNN DE 

NNnQqd E Q 

20 H K K Q 

H H 



25 



L L L L L L 
Y Y Y M 



30 II 

M V 
F F 

35 . V 

Demnach haben natiirliche DR5-Liganden folgende Eigenschaften: 

40 l)wieDRl 

2) wieDRl 

3) Polare/Qberwiegend negativ geladene Reste N t D, E, H, K an Position 2, 3 oder4 

4) Polare/Qberwiegend positiv geladene Reste R, FC, N.Qan Position 5, 6, 7 oder 8 

5) Hydrophobe Reste L, Y, V, I, M, F, A an Position 3, 4 oder 5 sowie an 5, 6 oder 7 
45 6) Polare/geladene Reste N, D, E, H, R, Q an Position 1 0, 11 oder 1 2 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von allelspezifischen Peptidmotiven auf Molekulen des Major Histocompati- 
bility Complex (MHC) der Klassen I oder II, wobei man 

a) durch ZellaufschluB von Zellen, die MHC-Molekule enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

b) MHC-Molekule mit den darauf befindlichen Peptidmischungen durch Immunprazipitation aus dem 
Zellextrakt abtrennt, 

c) die Peptidmischungen von MHC-Molekiilen und sonstigen Proteinbestandteilen abtrennt, 

d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert, und 

e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus der Sequenzierung eines Gemisches, oder aus 
der Sequenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezifische Peptidmotiv ableitet, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Peptidmotive auf Molekulen bestimmt, die aus der Gruppe, beste- 
hend aus HLA-A1 1, HLA-A31, HLA-A3, HLA-A24, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B2702, HLA-B61, HLA- 
B78, HLA-B3501, HLA-B37, HLA-Cw4, HLA-Cw6, HLA-Cw7, HLA-DR1, HLA-DR3 und HLA-DR5 
ausgewahlt sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man fur die Immunprazipitation Antikorper 
verwendet, die fur MHC-Molekule spezifisch sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man Festphasen-gebundene Antikdrper ver- 
wendet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Abtrennung der 
Peptidmischungen von MHC-Molekulen und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographisch erfolgt 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Abtrennung iiber Reverse Phase-HPLC 
erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/ 
H20-Trifluoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erfolgt. 

7. Peptidmotiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6. 

8. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem Verfahren zur Herstellung eines diagnosti- 
schen oder therapeutischen Mittels. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 fur den diagnostischen Nachweis von MHC-Molekulen. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Peptid, das einem Peptidmotiv 
entspricht, mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin- oder einer Fluoreszenzgruppe koppelt. 

1 1. Verwendung nach Anspruch 9 fur die Therapie von Storungen des Immunsystems oder von Tumorer- 
krankungen. 

12. Verwendung nach Anspruch 1 1 fur die Therapie von Autoimmunkrankheiten,TransplantatabstoBungen 
oder/und Graftversus-Host-Reaktionen. 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB ein Peptid, das einem Peptidmotiv 
entspricht, N- oder/und C-terminal mit lipophilen bzw. amphiphiien Gruppen, insbesondere auch lipophilen 
Peptid-Helices kovalent verkniipft wird. 
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14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die lipophile bzw. 
Tripalmitoyl-S-glycerylcysteinyl-serylserin ist 
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